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去氢骆驼蓬碱对细粒棘球蚴的线粒体Ｄｒｐ１、Ｍｆｎ２蛋白

表达以及线粒体途径凋亡的影响

赵美玲１，林玉霞１，吴彪１，麦尔比娅·阿布力米提１，巩月红２，３，王建华２，３

（１．新疆医科大学药学院，新疆乌鲁木齐８３００５４；２．新疆医科大学第一附属医院药学部；

３．新疆医科大学省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室）

【摘要】　目的　探讨去氢骆驼蓬碱对细粒棘球蚴的线粒体Ｄｒｐ１、Ｍｆｎ２蛋白表达以及线粒体途径凋亡的影响。　方法

　无菌采集细粒棘球蚴，随机分为空白对照组４个不同药物干预组。共干预５ｄ，采用亚甲蓝拒染试验观察细粒棘球蚴

存活率，采用活性氧试剂盒检测ＲＯＳ生成水平，结合 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣＭＸＲｏｓ、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ荧光探针染色技

术及ＪＣ１染色技术综合检测线粒体膜电位和线粒体损伤情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细粒棘球蚴融合分裂蛋白Ｄｒｐ１、

Ｍｆｎ２、凋亡蛋白Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ表达水平变化。　结果　与空白对照组相比，２５μｇ／ｍＬＡＢＺＳＯ组、２５μｇ／ｍＬＨＭ组、１２．５

μｇ／ｍＬＭｄｉｖｉ１组、ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组（２５μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）细粒棘球蚴平均存活率显著降低（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。

与阳性药组相比，ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组（２５μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）细粒棘球蚴平均存活率显著降低（犘＜０．０５）。ＲＯＳ试验显

示，各干预组平均荧光强度与空白对照组相比均增强（均犘＜０．０１）。ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣＭＸＲｏｓ、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ

试验显示，随着药物干预每组平均荧光强度均较空白对照组显著降低（均犘＜０．０１）。ＪＣ１染色显示，阳性对照组和药物

组绿色荧光增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，各给药组Ｄｒｐ１蛋白水平与空白对照组相比均呈上调趋势（均犘＜０．０１），Ｍｄｉｖｉ１

组呈下降趋势（犘＜０．０１）；Ｍｆｎ２蛋白均呈下调趋势 （犘＜０．０５或犘＜０．０１）；ＣｙｔＣ蛋白均呈上调趋势（犘＜０．０５或犘＜

０．０１），Ｍｄｉｖｉ１组呈下降趋势（犘＜０．０１）；Ｂｃｌ２蛋白均呈下调趋势（均犘＜０．０１），Ｍｄｉｖｉ１组呈上降趋势（犘＜０．０１）。　

结论　去氢骆驼蓬碱通过线粒体途径使细粒棘球蚴凋亡，线粒体分裂蛋白Ｄｒｐ１和融合蛋白 Ｍｆｎ２的表达证实存在线粒

体融合分裂机制。

【关键词】　 去氢骆驼蓬碱；细粒棘球蚴；线粒体凋亡途径；线粒体分裂融合
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ｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊ｔｈｒｏｕｇｈｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ．ｔｈａｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｉｖｉｄｅｐｒｏｔｅｉｎＤｒｐ１

ａｎｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＭｆｎ２ｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎａｎｄｄｉｖｉｓｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｈａｒｍｉｎｅ；犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｓｉｏｎ

　　囊型包虫病（ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＣＥ）是由细粒

棘球蚴感染所致人兽共患寄生虫病［２］，呈全球性分布，

我国至少有２３个省（自治区）存在人感染囊型包虫病

病例［２］。该病病死率为２％～４％
［２］，严重危害人体健

康和经济发展。因此，包虫病防治是一个亟待解决的

问题。

药物治疗一直是抗包虫病的重要手段，去氢骆驼

蓬碱（Ｈａｒｍｉｎｅ，ＨＭ）是从新疆特色药材蒺藜科植物

骆驼蓬种子中提取获得，属于三环β咔啉类生物碱
［３］，

具有抗包虫、抗肿瘤，抗氧化等活性作用［４５］，以及中枢

神经毒性作用。已经证实 ＨＭ 具有良好的抗包虫疗

效，但存在 ＨＭ作用靶点不明确，机制不清晰等问题。

因此明确 ＨＭ 作用靶点与机制是提高药效的关键。

舒本水等［６］报道去氢骆驼蓬碱通过激活内源性凋亡途

径和抑制ＤＮＡ拓扑异构酶Ｉ活性诱导草地贪夜蛾Ｓｆ

９细胞凋亡，其中内在的线粒体和溶酶体凋亡途径被

激活。巩月红等［７］研究发现，ＨＭ 干预虫体过程中

Ｃａｓｐａｓｅ３被激活，此途径可能参与细粒棘球蚴的凋

亡。其衍生物ＤＨ３３０作用虫体后Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性

和ＣｙｔＣ释放量显著增加，表明线粒体凋亡通路可能

参与诱导细粒棘球蚴凋亡过程［８］。因此，线粒体途径

是一个极具潜力的治疗包虫病的药物靶点。

线粒体途径的细胞凋亡启动后，会引起融合／分裂

运动失衡，线粒体网络状结构被破坏，细胞色素Ｃ等

促凋亡因子被释放［９］，可能通过干扰线粒体动力学平

衡影响线粒体能量代谢，最终导致各脏器损伤。线粒

体融合分裂平衡失衡，会引起帕金森［１０］、阿尔兹海默

症［１１］等中枢神经系统疾病高发。ＨＭ 具有中枢神经

毒性作用，该作用可能会影响虫体线粒体融合分裂机

制。

本研究拟通过荧光法检测细粒棘球蚴ＲＯＳ活性

氧生成水平，线粒体细粒棘球蚴中的活性线粒体，以及

线粒体膜电位水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细粒棘球蚴

Ｄｒｐ１、Ｍｆｎ２、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ蛋白表达水平的变化，探索

ＨＭ对细粒棘球蚴线粒体融合分裂蛋白Ｄｒｐ１、Ｍｆｎ２

表达以及线粒体途径凋亡的影响，为抗囊型包虫病拓

展新靶点提供新思路，完善抗包虫病药物促凋亡机制。

材料与方法

１　材料

１．１　仪器　ＳＷＣＪＩＦＤ型超净操作台，购自苏州净

化设备有限公司；倒置荧光显微镜为日本Ｎｉｋｏｎ公司

产品；ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ型酶标仪和ＣＯ２ 恒温培养箱

为美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；冷冻混合球磨仪为德国

Ｒｅｔｓｃｈ公司产品；电泳仪及凝胶成像仪为美国 Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司产品。

１．２　试剂　胎牛血清和青链霉素溶液均购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ，线粒

体膜电位检测试剂盒（ＪＣ１）以及活性氧检测试剂盒

（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓａｓｓａｙｋｉｔ）购于北京索莱宝

科技有限公司；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣＭＸＲｏｓ（线粒体

红色荧光探针）和 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ（线粒体绿色

荧光探针）购于碧云天生物有限公司；去氢骆驼蓬碱

（Ｈａｒｍｉｎｅ，ＨＭ）由新疆医科大学第一附属医院药研

室提供；Ｍｄｉｖｉ１（Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｉｖｉｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１）

购于美国 ＭＣＥ（ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ）公司；兔抗 Ｄｒｐ１

和 Ｍｆｎ２购于英国Ａｂｃａｍ公司；鼠抗βａｃｔｉｎ，山羊抗

兔ＩｇＧ／ＨＲＰ及山羊抗鼠ＩｇＧ／ＨＲＰ购于北京Ｂｉｏｓｓ

公司；１２．５％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速制备试剂盒购于北

京博泰斯生物技术有限公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒，

ＲＩＰＡ蛋白裂解液及ＥＣＬ发光液购于美国Ｔｈｅｒｍｏ公

司。

２　方法

２．１　细粒棘球蚴的采集与培养　于新疆乌鲁木齐华

凌屠宰市场所购自然感染细粒棘球蚴的绵羊肝脏中，

·３５·
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无菌操作取出羊肝包囊中的内囊，抽取囊液，剪碎内

囊，反复用灭菌生理盐水冲洗，沉淀后收集细粒棘球

蚴。获得的细粒棘球蚴用胃蛋白酶消化处理，使用滤

网过滤除去杂质，用含双抗（青、链霉素１０ｍＬ）生理盐

水（１０００ｍＬ）反复多次清洗后，转入培养瓶加入培养

基，置３７ ℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱培养。培养基为

１０％ ＲＰＭＩ１６４０，含１０％胎牛血清和１％双抗（青霉

素＋链霉素）。

２．２　亚甲蓝拒染试验　取培养的细粒棘球蚴按每孔

２０００个接种于４８孔板中，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

培养２４ｈ后进行试验。试验设空白对照组、２５μｇ／

ｍＬＡＢＺＳＯ组、２５μｇ／ｍＬＨＭ 组、１２．５μｇ／ｍＬＭｄｉｖｉ

１组和ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组（２５μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）共５

组。分别在药物干预２４、４８、７２、９６、１２０ｈ时取细粒棘

球蚴用０．１％亚甲蓝染色、制片，倒置显微镜下观察其

形态及活力。活力旺盛的细粒棘球蚴不着色，活力下

降或死亡的细粒棘球蚴呈蓝色。记录死亡细粒棘球蚴

数及细粒棘球蚴总数，计算细粒棘球蚴存活率。细粒

棘球蚴存活率（％）＝［（细粒棘球蚴总数死亡细粒棘

球蚴数）／细粒棘球蚴的总数］×１００％。

２．３　药物干预细粒棘球蚴的活性氧检测　取培养的

细粒棘球蚴按每孔１０００个接种于９６孔板中，置３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ后进行试验。试验设空

白对照组、２５μｇ／ｍＬＨＭ 组、１２．５μｇ／ｍＬＭｄｉｖｉ１组

和 ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组（２５μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）共４组。

收集细粒棘球蚴，用ＤＣＦＨＤＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）在３７℃

下避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，荧光显微镜下对虫

体内活性氧进行定性观察并拍照。使用ＩｍａｇｅＪ软件

分析荧光图片的平均荧光强度。

２．４　药物干预后细粒棘球蚴活性线粒体定位检测　

取培养的细粒棘球蚴按每孔１０００个接种于９６孔板

中，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ后进行试验。

试验设空白对照组、２５μｇ／ｍＬＨＭ 组、１２．５μｇ／

ｍＬＭｄｉｖｉ１组和 ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组（２５μｇ／ｍＬ：１２．５

μｇ／ｍＬ）共４组。使用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣＭＸＲｏｓ和

ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ探针观察细粒棘球蚴线粒体的损

伤情况。线粒体示踪剂呈绿色，通常在水溶液中不发

荧光，而在线粒体的脂质环境中积累后会发出荧光。

细粒棘球蚴在培养板药物干预２４ｈ后加入 Ｍｉｔｏ

ＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣＭＸＲｏｓ工作液，３７℃孵育１５～３０ｍｉｎ；

加入 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ工作液，３７℃孵育１５～４５

ｍｉｎ；去除工作液，加入３７℃预温育的新鲜细胞培养

液，用荧光显微镜进行观察，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析荧

光图片的平均荧光强度。

２．５　药物干预细粒棘球蚴线粒体膜电位检测　取培

养的细粒棘球蚴按每孔１０００个接种于９６孔板中，置

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ后进行试验。试验设

空白对照组、２５μｇ／ｍＬＨＭ 组、１２．５μｇ／ｍＬＭｄｉｖｉ１

组和 ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１（２５μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）组共４

组。加入０．５ｍＬＪＣ１染色工作液，颠倒数次混匀，然

后置培养箱中３７℃孵育２０ｍｉｎ，４℃、６００ｇ离心３～

４ｍｉｎ，弃上清，用ＪＣ１染色缓冲液（１×）洗涤沉淀２

次：加入１ｍＬＪＣ１染色缓冲液（１×）重悬细胞，４℃、

６００ｇ离心３～４ｍｉｎ，弃上清，虫体沉淀反复洗涤２

次，再用适量ＪＣ１染色缓冲液（１×）重悬，采用荧光显

微镜观察并拍照。

２．６　药物干预细粒棘球蚴凋亡蛋白及融合分裂蛋白

表达水平检测　药物处理后提取细粒棘球蚴总蛋白

质，将各组样品置于组织球磨仪中进行研磨，频率为

２６次／ｓ，每次１．５ｍｉｎ，重复两次，取上清，用ＢＣＡ蛋

白检测试剂盒测定蛋白浓度。取蛋白样品约５～１０

μｇ，经１２．５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（浓缩胶８０Ｖ，３０ｍｉｎ，

分离胶１２０Ｖ，１ｈ）后冰上湿法转膜（９０Ｖ，１ｈ），然后

用含０．１％吐温２０的５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，１×

ＴＢＳＴ（０．０５％吐温２０）溶液洗膜３次，５ｍｉｎ／次；将各

条带的ＮＣ膜放入对应一抗Ｄｒｐ１（１∶１０００）、Ｍｆｎ２（１

∶１０００）、ＣｙｔＣ（１∶２０００）、Ｂｃｌ２（１∶２０００）、βａｃｔｉｎ（１

∶１０００）溶液中４℃孵育过夜，１×ＴＢＳＴ液洗膜３

次，１０ｍｉｎ／次；加入相应二抗，室温孵育１ｈ，１×

ＴＢＳＴ液洗３次，１０ｍｉｎ／次，用ＥＣＬ化学发光检测试

剂显示蛋白质信号，ＩｍａｇｅＪ软件分析各条带灰度值，

以βａｃｔｉｎ为内参对照，根据目的蛋白／内参的灰度值

比值，计算各蛋白的相对表达量。

２．７　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行统

计学分析。计量资料的组间比较采用单因素方差分

析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。使用Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ６．０对数据进行可视化。

结　果

１　药物对细粒棘球绦虫原头蚴活力的影响

如图 １ 显 示，与 空 白 对 照 组 相 比 ２５ μｇ／

ｍＬＡＢＺＳＯ 组、２５μｇ／ｍＬＨＭ 组、ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１（２５

μｇ／ｍＬ：１２．５μｇ／ｍＬ）组细粒棘球绦虫原头蚴平均存

活率显著降低（犉 值分别为６．８１１、８．３５８、１１．５２７，均

犘＜０．０５）；１２．５μｇ／ｍＬＭｄｉｖｉ１组平均存活率显著降

低（犉 值分别为６．０８５，均犘＜０．０１）。第１ｄ与５ｄ相

比，空白组细粒棘球绦虫原头蚴平均存活率差异有统

计学意义（犘＜０．０５），ＡＢＺＳＯ组、ＨＭ 组、Ｍｄｉｖｉ１组

以及 ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组差异均有统计学意义（均犘＜

０．０１）。

·４５·
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注：与空白对照组比较，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５

图１　不同药物作用细粒棘球蚴存活率（％）

Ｎｏｔｅｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ａ
犘＜０．０１；

ｂ
犘＜０．０５．

犉犻犵．１　犞犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犪犳狋犲狉犱狉狌犵狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀（％）

图２Ａ显示，药物体外干预后空白对照组细粒棘

球蚴活性良好，未被染成蓝色，虫体完整头钩未脱落；

图２Ｂ显示 ＨＭ 干预组、ＡＢＺＳＯ组明显虫体外侧起

泡，死亡虫体蓝染，活性降低。ＨＭ联合 Ｍｄｉｖｉ１组呈

蓝色且虫体团缩，头钩脱落，死亡虫体蓝染，活性显著

降低。

Ａ　空白对照组细粒棘球蚴　Ｂ　药物干预组细粒棘球蚴

图２　药物作用后的细粒棘球蚴形态（４０×）

Ａ　犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊ｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　Ｂ　犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊ｉｎ

ｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵犪犮狋犻狅狀（４０×）

２　药物对原头蚴活性氧犚犗犛的影响

如图３Ａ所示，ＤＣＦ标记线粒体ＲＯＳ（呈绿色荧

光），ＨＭ干预组、Ｍｄｉｖｉ１干预组和 Ｍｄｉｖｉ１联合 ＨＭ

干预组均可见绿色荧光，平均荧光强度与空白对照组

比较显著增强（犉 值分别为１８４４．７４１、１９３３５．９６６、

１２２５５．２５０，均犘＜０．０１）（图３Ｂ）。

３　药物对原头蚴体内线粒体活性的影响

图４Ａ为红色探针检测结果。与空白对照组相

比，细粒棘球蚴经不同药物干预后平均荧光强度均下

降（犉 值分别为９０．０９２、１５９１．３９１、３８９０．２１７，均犘＜

０．０１）（图５Ａ）。

注：ａ与空白对照组比较，犘＜０．０１

图３　药物作用细粒棘球蚴犚犗犛荧光图（２００×）（犃）和药物作用

细粒棘球蚴犚犗犛平均荧光强度直方图（犅）

Ｎｏｔｅｓ：ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１．

犉犻犵．３　犚犗犛犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵

犪犮狋犻狅狀（２００×）（犃）犪狀犱犕犲犪狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊

犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵犪犮狋犻狅狀（犅）

图４　药物作用细粒棘球蚴线粒体红色荧光探针（犃）和线粒体

绿色荧光探针（犅）图（２００×）

犉犻犵．４　犕犻狋狅犜狉犪犮犽犲狉犚犲犱犆犕犡犚狅狊（犃）犪狀犱犕犻狋狅犜狉犪犮犽犲狉

犌狉犲犲狀（犅）狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵犪犮狋犻狅狀（２００×）

图４Ｂ为绿色探针检测结果。与空白对照组相

比，细粒棘球蚴经不同药物干预后平均荧光强度均下

降（犉 值分别为７６２．３０９、３４２９．０１３和６２６５．３８４，均犘

＜０．０１）（图５Ｂ）。

４　药物对原头蚴体内线粒体膜电位水平的影响

图６所示为线粒体膜电位，正常膜电位为红色荧

光，线粒体膜电位降低时产生绿色荧光。空白组出现

红色荧光说明线粒体膜电位正常，虫体状态正常。阳
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性对照组和药物组红色荧光减弱，绿色荧光增强。

　　Ａ　红色荧光探针检测的荧光强度　Ｂ　绿色荧光探针检测的荧

光强度　ａ与空白对照组比较，犘＜０．０１

图５　药物干预后的细粒棘球蚴平均荧光强度

Ａ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｂ　

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｎｏｔｅｓ：ａ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１．

犉犻犵．５　犕犲犪狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵犪犮狋犻狅狀

５　药物对线粒体融合分裂机制蛋白表达的影响

图７Ａ为各组细粒棘球蚴Ｄｒｐ１、Ｍｆｎ２蛋白表达

水平。与空白对照组相比，ＨＭ２５μｇ／ｍＬ组、ＨＭ

５０μｇ／ｍＬ组、ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组的Ｄｒｐ１蛋白水平均呈

上调趋势（犉 值分别为１４１．５５３、１１５６．３８７、２５８３．０６６，

均犘＜０．０１），Ｍｄｉｖｉ１组呈下降趋势（犉＝３９１．２９６，犘

＜０．０１）（图７Ｂ）；Ｍｄｉｖｉ１组、ＨＭ２５μｇ／ｍＬ组、ＨＭ

５０μｇ／ｍＬ组和 ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组的 Ｍｆｎ２蛋白水平均

呈下调趋势（犉 值分别为１４．９８１、１１４．０１２、２６０．９６５、

２９１．４６７，犘＜０．０５或犘＜０．０１）（图７Ｃ）。

６　药物对线粒体途径凋亡蛋白表达的影响

图８Ａ为各组细粒棘球蚴Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ蛋白表达

情况。与空白对照组相比，ＨＭ２５μｇ／ｍＬ组、ＨＭ５０

μｇ／ｍＬ组和ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组Ｂｃｌ２蛋白水平均呈下调

趋势（犉 值分别为６７９４．０６５、１２５９７．０２８、６７３１．７３７，均

犘＜０．０１），Ｍｄｉｖｉ１组呈上降趋势（犉＝６９７．９６６，犘＜

０．０１）（图８Ｂ）；ＨＭ２５μｇ／ｍＬ组、ＨＭ５０μｇ／ｍＬ组、

ＨＭ：Ｍｄｉｖｉ１组ＣｙｔＣ蛋白水平均呈上调趋势 （犉 值

分别为１３．２５８、８９３．３９７、２１１１６．４６９，犘＜０．０５或犘＜

０．０１），Ｍｄｉｖｉ１组呈下降趋势（犉＝８４．３９７，犘＜０．０１）

（图８Ｃ）。

图６　药物干预后的细粒棘球蚴线粒体犑犆１荧光图（２００×）

犉犻犵．６　犑犆１狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犪犳狋犲狉狅犳犱狉狌犵犪犮狋犻狅狀（２００×）

注：与空白对照组比较，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５。

图７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犇狉狆１、犕犳狀２蛋白的表达（犃）

及犇狉狆１（犅）、犕犳狀２（犆）蛋白表达的差异分析

Ｎｏｔｅｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａ犘＜０．０１；ｂ犘＜０．０５．

犉犻犵．７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狑犪狊狌狊犲犱狋狅犱犲狋犲犮狋狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犇狉狆１犪狀犱

犕犳狀２（犃）犪狀犱狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲犫犲狋狑犲犲狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犇狉狆１（犅）

犪狀犱犕犳狀２（犆）

注：与空白对照组比较，ａ犘＜０．０１；
ｂ
犘＜０．０５。

图８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犆狔狋犆、犅犮犾２蛋白表达（犃）及犆狔狋犆（犅）、

犅犮犾２（犆）蛋白表达水平差异分析

Ｎｏｔｅｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ａ
犘＜０．０１；

ｂ
犘＜０．０５．

犉犻犵．８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狑犪狊狌狊犲犱狋狅犱犲狋犲犮狋狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆狔狋犆

犪狀犱犅犮犾２（犃）犪狀犱狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲犫犲狋狑犲犲狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊

狅犳犆狔狋犆（犅）犪狀犱犅犮犾２（犆）
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讨　论

包虫病危害大，影响范围广，威胁畜牧业的发展，

造成严重经济损失。包虫病的防治是一个亟待解决的

问题。天然药物成分 ＨＭ 具有杀虫、抑菌作用，具有

良好的抗囊型包虫病作用。但 ＨＭ 存在作用靶点不

明确、机制不清晰、神经毒性机制不明确等问题。因

此，探究 ＨＭ 的抗包虫机制，寻找作用靶点是提高

ＨＭ药效的关键环节。

亚甲蓝试验结果显示，ＨＭ、ＡＢＺＳＯ作用细粒棘

球蚴后虫体外侧起泡，活性降低，而 Ｍｄｉｖｉ１作用后的

虫体活性降低不明显，联合药物组虫体活性显著降低。

表明线粒体分裂抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１能够抑制线粒体分裂

抑制细胞凋亡，以药物联合的效果更显著，可能是

Ｍｄｉｖｉ１无法挽救因 ＨＭ 处理过的细胞凋亡，Ｍｄｉｖｉ１

进一步增强了 ＨＭ诱导的线粒体片段化，线粒体功能

障碍和细胞凋亡。药物作用后的细粒棘球蚴存活率均

较高，可能与所用细粒棘球蚴的活力有关。

ＲＯＳ试验显示ＨＭ 组和联合药物组虫体荧光显

著增强，但 Ｍｄｉｖｉ１组荧光较弱。ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ

ＣＭＸＲｏｓ、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ探针染色后，药物干预

组虫体平均荧光强度均有所下降，Ｍｄｉｖｉ１组虫体荧

光较强。ＪＣ１染色试验中空白组虫体红色荧光较强，

阳性对照组和药物组红色荧光减弱而绿色荧光增强，

但 Ｍｄｉｖｉ１组红色荧光较强。表明药物组虫体发生了

线粒体膜电位去极化，发生线粒体损伤，且不能维持正

常线粒体的形态功能，证实线粒体途径凋亡确实存在，

参与导致虫体凋亡。Ｍｄｉｖｉ１抑制线粒体分裂，未造

成线粒体损伤，膜电位基本不变。

线粒体融合分裂为动态过程，失衡时导致线粒体

损伤和片段化，伴随细胞凋亡发生，虫体凋亡过程也可

能存在融合分裂机制。研究线粒体途径中融合分裂机

制对虫体的影响，考察其能否成为 ＨＭ治疗包虫病的

新靶点，可为治疗包虫病提供新思路。舒本水等［６］报

道 ＨＭ可诱导Ｓｆ９细胞凋亡，其中内在的线粒体和溶

酶体凋亡途径被激活。本研究结果表明，ＨＭ 诱导激

活线粒体凋亡途径参与细粒棘球蚴凋亡。细粒棘球蚴

线粒体凋亡途径抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２下调，促凋亡蛋白

ＣｙｔＣ表达水平上调。ＨＭ 浓度增加凋亡作用越强，

联合药物组凋亡作用更强。研究表明，多房棘球蚴感

染在体内外均会引起线粒体动力学改变，并且以线粒

体分裂为主［１２］。本实验结果表明，细粒棘球蚴存在线

粒体融合分裂机制。药物组细粒棘球蚴线粒体融合分

裂机制融合蛋白 Ｍｆｎ２表达水平均下调，分裂蛋白

Ｄｒｐ１表达水平均上调；ＨＭ药物浓度增加促凋亡作用

越强，以联合药物组凋亡作用最强。Ｍｄｉｖｉ１组Ｂｃｌ２、

Ｍｆｎ２蛋白表达水平较高，Ｄｒｐ１、ＣｙｔＣ蛋白表达水平

较低，可能是线粒体分裂抑制剂（Ｍｄｉｖｉ１）会抑制

Ｄｒｐ１分裂。且 Ｍｆｎ２表达增加，线粒体分裂减少，抑

制ＣｙｔＣ的释放，降低Ｂａｘ的活性
［１３］。Ｂｃｌ２表达增

加，最终抑制细胞凋亡。

本实验验证了 ＨＭ 治疗包虫病过程中存在的线

粒体凋亡通路，且存在线粒体融合分裂机制。ＨＭ 参

与线粒体凋亡途径，线粒体膜电位发生去极化，虫体

ＲＯＳ水平升高，造成线粒体损伤，线粒体功能形态发

生变化导致质量下降，细粒棘球蚴发生凋亡。Ｍｄｉｖｉ１

可进一步增强ＨＭ诱导的线粒体片段化，加剧虫体凋

亡。线粒体凋亡蛋白ＣｙｔＣ、Ｂｃｌ２和融合分裂机制蛋

白 Ｍｆｎ２、Ｄｒｐ１可作为 ＨＭ 治疗包虫病的新靶点，为

抗包虫病新药的研制奠定了理论基础。
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